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Abstract (Basic): DE 3820556 A 

(A) In a new procedure for the determination of allergen-specific 
antibodies in body fluids by immunoassay by incubation with at least 

are capable of binding with the antiboi 

_ w frrTT 16 ? n % !p !° z M Canying a labeI » separation of the solid 
p ase from the liquid phase and measurement of the label in one of the 

two phases the receptor R1 is an allergen capable of specifically 

mding with the antibody to be determined and the receptor R2 is a 

conjugate of an antibody directed against the Fc fraction of IgE or IgG 

and a label. (B) New reagents for the determination of 

allergen-specific antibodies in body fluids by the above procedure 

contain two receipts R1 and R2 as defined above. 

USE/AD^AGE - Diagnosis of allergies. In vitro test which can 
the allergens employed m conventional in vivo procedures (skin test 
provocation test, hyposensitisation) without modification. The test 
procedure is rapid and simple 
1/1 


Derwent Class: B04; D16; S03 

International Patent Class (Additional): C07K-015/06; 






DE 3820556 A 1 


v 


* 

4 


BUNDESREPUBLIK 

DEUTSCHLAND 



DEUTSCHES 
PATE NT AMT 


® Offenlegungsschrift 
©DE 3820556 A 1 


j) Int. Cl. «: 

G 01 IM 33/53 


© Aktenzeichen: p 38 20 556.4 

© Anmeldetag: 16. 6. 88 

@ Offenlegungstag: 21.12.89 


G 01 N 33/532 
C 07 K 1 5/06 
// C12IM 15/00,5/00 
C12P 19/34, 

C07H 21/04 



/ 


f 


@ Anmelder: 

Boehringer Mannheim GmbH, 6800 Mannheim, DE 
© Vertreter: 

Weickmann, H., Dipl.-lng.; Fincke, K., Dipl -Phys 
Dr.; Weickmann. F„ Dipl.-lng.; Huber, B„ 
Dipl.-Chem.; Liska, H., Dipl.-lng. Dr.-lng.; Prechtel 
J., Dipl. -Phys. Dr.rer.nat., Pat.-Anwalte, 8000 
Munchen 


Erfinder: 

Albert, Winfried, Dr.phil., 8121 Pahl, DE; Grol 

Michael, Dr.rer.nat., 8133 Feldafing, DE; Stahl, Peter 
Dr.rer.nat., 8131 Bernried, DE ' 


Verfahren zur Bestimmung von allergenspezifischen Antikorpern in Korperflussigkeiten 


Zur Bestimmung von allergenspezifischen Antikorpern in 
Korperflussigkeiten nech dem Prinzip des Immunoassays 
durch Inkubation mit mindestens zwei Rezeptoren R, und R, 
die mit dem zu bestimmenden Antikorper bindefahig sind 
wobei R 2 eine Markierung tragt, Trennung der festen von der 
flussigen Phase und Messung der Markierung in einer der 
beiden Phasen, verwendet man als R, das mit dem zu be- 
s immenden Antikorper spezifisch bindefahige Allergen und 
ais Rj ein Konjugat aus einem gegen den Fc-Teil von IgE oder 
»gG gerichteten Antikorperund einer Markierung. 
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Beschreibung 


Die Erfindung betrifft ein Verfahren zur Bestimmung gebi 

Antikorpern in Korperflussig- mob 

keiten nach dem Prinzip des Immunoassays sowie em 5 ge^ 

hi f “ “ 5 bis 25* der Bevblkeruns sehe 

kite an Aliergien. Die hSuEgsle Form der AUergie 1 st Bor 
dabei die atopische AUergie, auch Allergie vomSofort 
typus, anaphylaktischer Typ oder Typ I-Reakuong- 10 taer 
rSint Bei dieser Form der Allergie treten die charakte- d 
ristischen Symptome wie Heufieber, Asthmaaniall od.r g 

Urticaria unmittelbar nach Kontakt mit der dieA ' lerg ‘ P 
ausldsenden and als Allergen bezeichneten Subst^z Ma 

auf Typische Allergene sind Bestandteile des Kots der b zy 
HaussUubmUbe, TierepitheUen, P ° llen -/ e ^‘ ed 232 

Nahrungsmittel, Schimmelpilze und ist C 

Uber den Meehan, smus der alii lieg 
hekannt daB hier Immunglobuline der KJasse l D t we ° 

seS beteiligt sind. Die IgE-AnUkorper bmden m,t 20 der 
hoher Affinitat an MastzeUen und basophile Leukozy 
ten Wenn ein Allergen in Kontakt mit zellgebundenen die 
IgE-Antikorpem kommt, werden physiologisch aktive 
zellulare Mediatoren wie z.B. Histamm, Leukotne , ^ 

Prosta°landine u. a. freigesetzt Dadurch lauft erne Re- 2 d 
aktionskaskade ab, die die typischen S^pmmeverur- 
sachL Hierzu zahlen z. B. Kontraktion der Muskulatur an 
j A temwe^e bis hin zu einem Asthmaanfall, Erweite 
rung der BIutgefaBe und damit Rotung und Schwellung, g 
JSK,™ Sahleim. Juckreb ; ""-'“XJn™ ” a 

kann konmen. Nach neuesten Erkenntmssen sind auch 3 , E, 

spezifische und “"spezifische Immunglobuhne derW 

se IgG, insbesondere der Klasse IgG 4 an der aller e i 

5C SStoseSn St gien ermitteltm^ die im Blut di 

vorhandenen speziftschen und unspezifischen 
IgG-Antikorper. Zur Bestimmung von spe^isch.n oder 
unsDezifischen Antikorpern werden sowohl in vivo 

Testmethoden, als auch in vitro Tes ^ et h° d ^ ^ g - 
wendet. Als in vivo Testmethoden sind insbesondere ^ £ 
Haut- und Provokationstests bekannt. Diese Tests kon- 4a 
?en fur Padenten stark belastend sein, msbesondere * 
wenn die Gefahr eines anaphylaktischen Schocks be ^ 

St Aus diesen Grunden hat man versucht, die in vivo- V 
Tests durch in vitro-Testmethoden zu ersetzemDabei so 
werden zur Diagnose von Aliergien einmaldieBe 
mung der Gesamtkonzentration an IgE im Blut und zum 
anderen eine Bestimmung von allergenspezifischen g 
bzw TgG-Antikorpem durchgefuhrt Die Bestimmung 
der Gesamt-IgE-Konzentration kann nur etnen al « 
meinen Hinweis auf das Bestehen einer allergischen Re- 
gion bieten und ist daher nur begrenzt aussagekrattig. 
Insbesondere erwunscht sind daher Methoden, mit - 
nen allergenspezifisches IgE bzw. IgG nachgewiesen 
werden kann. Einerseits ist dies notwendig, um festzu- eo 
stellen auf welche Allergene der Patient reagiert und 
damit eine wirkungsvolle Behandlung emleiten zu kon- 
Tantemote. um dan Erfolg ainer Hypaseusib,. 

lisierung iiberwachen zu konnen. 

Zum Nachweis von allergenspezifischen Ig ' 3 

koroern sind bereits einige in vitro-Bestimmungen be- 
kannt Diese Methoden basieren haufig auf dem Prinzip 
dSteSUl wobai jeweiis das Allergen a, d,a 


feste Phase gebunden vorliegt. Das immobilisierteAl- 
ereen wirddann mit der Patientenprobe , in Kontakt 
gebracht, wobei das allergenspezifische IgE an as > 
mobilisierte Allergen bindet und U ? S P® ZI ^ ^fsenge"- 

Sm lgf mfmS.rten W-Audkorp=rn in 

gebracht die an das allergenspezifische IgE 

Sen Nach Aus’waschung von QberschQssigem mar- 

kiertem AnSlgE-Antikorper wird die Menge an gebun- 
Kienem/Miu e , e _ Antikdrper bestimmt. Das 

Ergebnis^t efn direktes MaB fur die Menge an al ! erg “ e 
soezifischem IgE, das in der Probe vorhanden ist. Die 
Markierun ff erfolgt dabei iiblicherweise durch ein En 

Oder aTneradfoaktiveSubscanz. Eine solcheVarian- 

te ist beispielsweise in An. Clin. Biochem. 24 (1987), 

“SStoi bek.nnten Nachweia.arfahren 
liap Jarin. daB das Allatgan, das Ur die Durchfuhtung 
der Verfahren notwendig ist, modifiziert wird i z. B. 
demesaneiner Festphase immobilisiert vorliegt Durch 
die Bindung z. B. an die Festphase tritt . stets J 

derU ng des 

i AuBeSem 'konnen nur f 

nachgewiesen werden, fur 1 . da Q die Qualitat 

-? rhalb h der 

h f rharge auBerordentlich schwankt Unterschie- 

f *5 * Po«m far bestimmte Allergenextrak- 

‘ tt!a r ?rH»S.«ub“te Schimmelpilz. «m den Fak- 

“SS bS«»da,, daG die AUargenenuakte 
ina kompiexe Misahung " 

b Sfelene Epitope pro Allergen sind beschneben wor- 
dE Es ware daher vorteilhaft wenn man die All ergene 

verfar/n zur Bestimmung von aUergenspezif^schen 

Antikorpern zur ‘ 

.. insbesondere zum Hauttest, zum f 

43 lnsoesunu^i verwendeten, mcht modifizier- 

- <«■ Bseb - 

• Ti w sind wobe-1 *z eine Markierung tragt, Tren- 

bindefahtg smd, wo Phase und Messung 

SISKSS-- - 

|p cremhBen Verfahren, bei Verwendung vonnmh 'mm 

Se bUisierten Allergenen, allergenspezifische Ant.korper 
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genau und auch in sehr geringen Mengen nachzuweisen 
Das erfindungsgemaDe Verfahren bietet die Moglich- 
keit f ai!ergenspezifische Antikorper praktisch gegen alle 
Allergene, die im Handel sind, und insbesondere gegen 
Allergene, die fur in vivo-Methoden verwendet werden 
nachzuweisen. ’ 

Das Reaktionsprinzip einer bevorzugten Variante des 
ernndungsgemaOen Verfahrens ist in Fig. 1 dargestelit. 
Dabei reagiert das als Rezeptor R\ bezeichnete Aller- 
gen mu den in der Probe vorhandenen allergenspezifi- in 
schen Antikorpern. Abhangig von Anzahl und Art der 
Epitope auf dem Allergen reagieren jeweiis mehrere, in 
der Probe vorhandene allergenspezifische Antikorper 
mit dem Allergen. Durch Zugabe von Rezeptor der 
entweder an eine Festphase gebunden ist (Fig. la) oder i 5 
die Bmdung an die Festphase vermittelt (Fig. lb) und 
einen Antikorper, der gegen den Fc-Teii von IgE bzw. 

IgG gerichtet ist, enthalt und von Rezeptor /?2, der ein 
Konjugat aus einem gegen den Fc-Teii von IgE bzw 
IgG genchteten Antikorper und einer Markierung ist, 20 
wird das Allergen, an das die in der Probelosung befind- 
Iichen allergenspezifischen Antikorper gebunden sind 
an einer Festphase immobiiisiert. wobei die niche an der 
Immobilisierung beteiligten, am Allergen gebundenen 
Antikorper das mu einer Markierung versehene Konju- 25 
gat tragen. Nach Abtrennung der festen von der fliissi- 
gen Phase kann dann der Anteil an allergenspezifischen 
Antikorpern iiber den Anteil an gebundener Markie- 
rung bestimmt werden. 

Fur dieses erfindungsgemaB definierte Verfahren- 30 
spnnzip gibt es mehrere Durchfiihrungsvarianten. 

Zur Durchfuhrung des erfindungsgemSBen Verfah- 
rens wird die Probe entweder gleichzeitig oder nachein- 
ander mit mindestens zwei Rezeptoren inkubiert. Dabei 
1st der erste Rezeptor R| das mit dem zu bestimmenden 35 
Antikorper spezifisch bindefahige Allergen. Hier kQn- 
nen alle Substanzen verwendet werden. deren allergene 
Wirkung bekannt ist. Insbesondere geeignet sind die in 
der in vivo-Diagnostik verwendeten Allergene. Wenn 

c * as y_ a r/ a ^ ren zur Uberpriifung des Erfolgs einer Hypo- 40 
sensibilisierungsbehandiung verwendet wird. so werden 
bevorzugt die fur die Hyposensibilisierung verwendeten 
Allergene ebenfalls irnTestverfahren eingesetzt 
Das Allergen wird in flussiger Phase eingesetzt. 

Der zweite, fiir das erfindungsgemaBe Verfahren er- 45 
forderliche Rezeptor R 2 ist ein Konjugat aus einem An- 
ti-IgE- bzw. -igG-Antikdrper bzw. dessen Fragment 
und einer Markierung. Bevorzugt wird als Markierung 
ein Enzym, eine fluoreszierende, chemilumineszierende 
oder radioaktive Substanz verwendet. Verfahren zur 50 
Markierung von Antikorpern und Antikorperfragmen- 
ten sind dem Fachmann bekannt und bedurfen hier kei- 
ner weiteren Eriauterung. Die Bestimmung von gebun- 
dener Markierung und die Auswertung erfolgen eben- 
falls nach dem Fachmann geiaufigen Methoden. 55 

In einer weiteren Ausfuhrungsform kann der Rezep- 
tor auch aus einem Konjugat aus Anti-IgE- bzw. 
IgG-Antikorpern und einem partikularen Trager beste- 
hen. Als partikulare Trager geeignet sind z. B. Latexpar- 
tikei. Bentomt oder Erythrozyten. Durch Reaktion mit 60 
dem. Komplex aus Allergen und allergenspezifischem 
Antikorper kommt es dann durch netzwerkartige Ver- 
bindung zu einer Agglutination, die turbidimetrisch 
nachgewiesen werden kann. Diese Form der Markie- 
rung wird insbesondere bevorzugt, wenn das Verfahren es 
nur mit zwei Rezeptoren — dem Allergen und einem 
markierten Antikorper — durchgefiihrt wird. 

In einer bevorzugten Ausfuhrungsform wird das er- 


ftndungsgemaBe 'Verfahren mit einem weiteren Rezeo- 
tor R 3 , der die Bindung an die feste Phase vermittelt 
durchgefiihrt. Der Rezeptor R 3 besteht zum einen Teil 
aus einem gegen den Fc-Teii von IgE bzw. IgG gerichte- 
ten Antikorper. Dieser Antikorper ist so deri vatisiert 
daB er entweder an eine feste Phase gebunden vorliegt 
oder aber an eine feste Phase kuppelbar ist. 

Als Antikorper wird hierzu bevorzugt ein Antikorper 
verwendet, dessen Paratop mit solchen Epitopen des 
Fc-Teils von IgE- bzw. IgG-Antikorpern bindet, daB ei- 
ne Bindung ernes weiteren Rezeptors R-> an den Fc-Teii 
unmoglich gemacht wird. Dadurch werden unspezifi- 
sche Anlagerungen verhindert und die Genauigkeit des 
Testes noch weiter erhoht. 

Der fur den Rezeptor verwendete Antikorper 
kann ein monokionaler oder polykionaler Antikorper 
sein. Unter Antikorper werden in diesem Zusammen- 
hang auch Antikorperfragmente verstanden. 

Der Rezeptor R 3 vermittelt die Bindung des Komple- 
xes aus Allergen und zu bestimmenden Antikfirpern an 
eme feste Phase. Dazu kann in einer Ausfuhrungsform 
der Rezeptor /?3 an eine feste Phase gebunden sein. Die 
Bindung erfolgt dabei nach den ublichen dem Fach 
mann bekannten Methoden. Sowohl eine kovaleme ais 
auch eine adsorptive Bindung ist geeignet. Bevorzugt 
wird jedoch wegen der hierbei erzielbaren hoheren 
Ausbeute und der vereinfachten Arbeitsweise eine le- 
digiich adsorptive Bindung, beispieisweise an Kunst- 
stoff. Als feste Phase besonders geeignet sind Reagenz- 
glaschen oder Mikrotiterplatten aus Polystyrol und 3hn- 
lichen Kunststoffen, die adsorptiv an der Innenoberfia- 
che mit R 3 beschichtet sind. Weiterhin geeignet sind 
auch teiichenformige Substanzen, z. B. Molekularsieb- 
matenalien, Glasperlen, KunststoffschlSuche und der- 
gleichen. Ebenfalls geeignet sind als feste Phase auch 
pordse schichtfdrmige Trager wie Papier. 

In einer anderen Variante des erfindungsgemaBen 
Verfahrens besteht der Rezeptor R 3 aus einem Konju- 
gat des Anti-IgE- bzw. -IgG-Antikdrpers mit einem Bin- 
dungspartner eines spezifisch bindenden Paares. Dieser 
Bindungspartner eines spezifisch bindenden Paares ver- 
mittelt dann die Bindung an die feste Phase. Dazu kann 
der andere Bindungspartner an der festen Phase gebun- 
den sein, so daB die Immobilisierung durch Bindung der 
beiden Partner miteinander erfolgt. Besonders bevor- 
zugt wird dazu eine Festphase, an der Streptavidin ge- 
bunden ist und ein biotinylierter Rezeptor R 3 verwen- 
det, so daB Biotin ais Partner des spezifisch bindenden 
Paares Biotin/Streptavidin die Bindung an die mit 
Streptavidin beschichtete Festphase vermittelt 
In einer anderen bevorzugten Ausfuhrungsform ist 
die feste Phase ebenfalls mit einem Bindungspartner 
eines spezifisch bindenden Paares beschichtet. Die Be- 
stimmungsreaktion wird dann in homogener Phase 
durchgefiihrt und nach AbschluB der Reaktion wird 
dann eine zweite spezifisch bindefShige Substanz zuge- 
geben, die sowohl Bindungsstellen fiir den an den Anti- 
. rper gebundenen Bindungspartner aufweist als auch 
Bindungsstellen fur den an die feste Phase gebundenen 
Bindungspartner. Diese Substanz bewirkt dann die Im- 
mobilisierung des Konjugates. Ais Bindungspartner, mit 
denen der Rezeptor R 3 konjugiert werden kann, sind 
z. B. Biotin. Avidin, Haptene, Antigene sowie Protein A 
u. a. geeignet. Die zur Immobilisierung an der festen 
Phase gebundene bzw. zugegebene Substanz enthalt 
dann den jeweiis spezifisch mit diesem Bindungspartner 
bindenden anderen Partner, also insbesondere Avidin, 
Streptavidin, Biotin und Immunglobulin. Ebenso sind 
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derartige Bindungspaare geeignet fur die ™ dazu | B . Seren von Hichtallergikern. Durch Vergleich 

schen der festen Phase und der die Bindung vermitteln ^ dJe beiden Proben erhaltenen Werte kann dann 

den zweiten Substanz. „. n v „ riie Konzentration des allergenspezifischen AntiKorpers 

Fur die Durchfuhrung des erfindungsgemaQen Ver- _ * e bestimmt werden. 

fahrens gibt es verschiedene Vananten. Das Verfahreri , einerweiteren bevorzugten Ausfuhrungsform wird 
kann einstufig oder mehrstufig durchgefuhr • , e rfindun a sgemaDe Verfahren einstufig durchge- 

Das erfindungsgemaQe Verfahren ’stfnrdie verse - d^ = e S rden bevorzugt in einem Reaktionsge- 

densten Durchfiihrungsarten, die dem Fachma das an eine pestphase gebunden einen Partner ernes 

kannt sind, geeignet rumnc^fnrm , 0 spezifisch bindenden Paares enthalt, die Probe zusam- 

So kann in einer bevorzugten Ausfuhrungsform zu 10 P » den Rezeptore n R 2 und Ri mkubiert Dabei 
erst eine den zu bestimmenden Antikorper enthaltend ... die in der p ro be vorhandenen allergenspezifi- 
Probe mit dem als Rezeptor * bezeichneten spezih- Z das zugegebene Allergen. Welter- 

schen Allergen inkubiert werden. Im zweiten Schntt j« e J * die P Reze ptoren Ri und Ri jeweils an den 
wird dann Rezeptor R3 sowie Rezeptor R 2 zugegeben bestimmenden allergenspezifischen Anti- 

Zd nochmals inkubiert. Nach der iibl.chen Behandlung „ der beiden Rezeptoren R 2 

des Reaktionssystems wird dann nach Abtrennung de * P ^ ^ gewa hlt, daB gewahrleistet 1st, daB an 
gebundenen von der ungebundenen 1 Marlae ui ng di ^ A1[ergenk “ mplex gen 0 gend R3 und Ri gebunden 

Markierung in einer der Phasen m bekann wird um einerseits die Festphasenbindung zu sichern 

"tXr bevorzugten 

eine den zu bestimmenden Antikdrper enthaltende P hedeutet daB R-> weder in einem groBen UberschuB, 

be mit dem an die feste Phase gebundenen Rezeptor R3 ^Jutet da. K UnterschuB geg enuber R3 vor- 

inkubiert Dabei werden die in der Probelosung vorhan- noch m emem j Verhaltnis von R2 zu *3 

denen Antikorper der IgE- bzw. IgG-Klasse uber lhren ub P die Optimierung des MeBsi- 

Fc-Teil an R3 gebunden. Nach demAuswaschenwir j k ^ werden . Das Verhaltnis von Rz zu R3 

anschUeBend die Losung mit dem Allergen, d^ mit b e„ t VO rzugsweiseim Bereich von 1 : 1 . 

zu bestinmenden allergenspezifischen Anbko ;fi lesonders bevorzugt wird fur diese Verfahrensvan- 

det, inkubiert Dabei binden nur die aHefoenspe als RezeD tor R3 ein Konjugat aus dem Anti-IgE- 

schen an R3 gebundenen IgE- bzw. IgG- Antikorper die Anti-IeG- Antikorper und einem Bindungspartner 

se Allergenmolekule. Nach erneutem Auswaschen wird 30 ■ . f f sch b i nden den Paares verwendet. Die Reak- 

nochmals eine die zu bestimmenden Antikorper enthal z P ischen .Allergen, zu bestimmendem Antikorper 

tende Probelosung zugegeben und mkubier ; , und den Rezeptoren Rz und R3 verl&uft dann praktisch 
zugt alle an der festen Phase vorhandenen Bmdungsstel- h o mogen er Phase. Entweder liegt der andere Bm- 

len fur IgE- bzw. IgG-Antikorper durch die erste Ink j un a SD artner an die Festphase gebunden vor, so daB die 

bation abgesattigt sind, binden die entsprechenden, 1 3 d = | on mit dem an der Festphase gebundenen Bin- 
der Probelosung vorhandenen anergenspezifischen An- J kt sehr viel langsamer stattfindet oder nach 

tikoroer an die immobihsierten Allergenmolekule. , R ea ktion wird eine Substanz zugegeben, die 

Oder luch Si » der Fez, phase geboeden.,, , 8 m- 

dann der Reaktionslosung, die den [Complex aus z j lin « oar t*ner als auch mit dem Bindungspartner des Re- 
festimmendem allergenspeziftoheo Ae.ikSrp.r and Ah .. i* «m die .ebiUelm Allerge.- 

Olw tile 

SrutSSeBSShnepscUn . ''Sm%SuS»iB=o Verfahren tonnen a, ler- 

r-ssssara 

die zu bestimmenden allergenspezifischen Antikorpe ^yfieVerfahren iiefert daruber hmaus die Mog ichkeil 
bindet Um dies sicherzustellen. wird in «ner bevorzug- ™f/ u ™ s ^sibilisierung oder zum Provokat.onstes 

. . ^ i t - I ' A «4!bKenOr t/ArWP ndet. S dessen so verwendeten Allergene patientenspezifisch zu test 


zeptors R3 bindefabig ist, um Q1 u e .,^ ul ‘ u n c S ' 
AntikorDer-Komplexe zu immobilisieren. Die Auswer 

dart, in «n rich bekann.er Was. nber the 

SC Mh dwa erhndbrtgsgemaBen Verfahren kanrien alia- 
genspezifische Antikorper in Korpernussigkeiten gen 

und spezifisch nachgewiesen werden. Das erhndungsg 
maBe Verfahren Iiefert daruber hmaus die Moghchkeit 

die zer Hyposensibilisierung Oder zum Provokatio^ 


ein Anu-IgE- b ™' ° r !' r Fc . Te i|s von IgE- und ze stmdardisieren KrB „ dun . ist ei „ Rea- 


ein Anu-isn- d^w. ' .. , n 

Paratop mit solchen Epitopen des Fc-Te.ls von IgE- 
bzw I^G-Antikorpem binden, daB eine Bindung 
weiteren Rezeptors Rz an den Fc-Teil unmoglich ge- 

macht wird. A Ui^.tncrcfnrm der 


und zu standardisieren. „ , ^ * + 0 : n coo, 

Ein weiterer Gegenstand der Erfindung ist ein Re 

venz znr Beslimnnmg von allergenspezifehen Ant, tor- 
pern in Kdrpernossigkeiten. das dadutch gekennzaoh- 

• -l J-.fl — i- atnon Rpvpntor R\. der ein mit dem zu 


nteren Kezepiui* ^ — - pern KorpemussigKeucn, « \ a m 7 n 

ifeiJIefanderen bevorzugten Ausfuhrungsformder 55 ^ tis ^ a ^ S ^tiko^perspezifischL'AUerge^ ist und 
c* j A\a. nncnp»7ifi<;che B ndung Desuimucuu^u r ^ P n pm srepen 


In emer anaeren ocvuiiugwi ° . . 

vorlie^enden Erfindung wird die unspezifische Bindung 
dadurch verhindert, daB man nach In^bat.onvon^ 
mit der Probe, wobei die zu bestmmenden Antikorper 

an Rz gebunden werden, Fc-Fragmente von IgE • 
_ _ . ° .. Titcrthf daB alle noch 




net ist daB es einen Kezeptor xm, uw 

bestimmenden Antikorper spezifisches Allergen ist .und 
einen Rezeptor Rz, der ein Konjugat aus emem gegen 
den Fc-Teil P von IgE oder IgG gerichteten Antikorper 
und einer Markierung ist, physikalisch vonemander ge- 

1 . _ — _ _ k A M *1 I t 


I°G-Antikorpern im Uberschuli zugioi, so uau - — - 

vorhandenen Bindungsstellen der an R3 gebundenen, zu 
bestimmenden Antikorper abgedeckt werden. 

Nach Trennung der festen von der flussigen Phase 
wird die Menge an gebundener Markierung in an sich 
bekannter Weise bestimmt. Gleichzeitig mit dem Be 6s 
stimmungsverfahren wird eine zweite Bestimmung 
durchgefiihrt, bei der statt der Probe eine Vergleichslo- 
sung eingesetzt wird, die sicher kerne fur das fraghche 


tr Mi! diesem Reagenz kann das ™*T*™*^ - 
mune eines allergenspezifischen Antikorpers fur j 
AUergen das dem Arzt zur Verfugung steht, durchge- 

"taSJbevonugtea Ausfiihrungsforrr lenthahdas 

Reagenz noch emen weiteren Rezeptor/^. .. 
gegen den Fc-Teil in IgE oder IgG gerichteten Antikor 
p er enthalt und die Bindung an die feste Phase vermit- 
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telt. 


8 


Die Erfindung wird durch die Figur und die folgenden 

Fig. la zeigt ein Schema fur das Reaktionsprinzip ei- 
ner bevorzugten Ausfuhrungsform des erfindungsge- 

m i A " y erf a f h re ns _ Na ch Umsetzung einer Probelosmig 
m t 3 Rezeptoren ft, ft und ft, von denen R , das mit 
dem zu bestimmenden allergenspezifischen Antikbrper 
spezifische Allergen ist, ft ein Konjugat aus einem «. 
gen den Fc-Teil von IgE bzw. IgG gerichteten Antikbr- 
per und e.ner Markierung und ft ein die Bindung an die 
Festphase verm.ttelnder Rezeptor, der einen gegen den 

V h'M SE b L W J IgG g erichteter > Antikorper ent- 

Al eVfen^sInd^b da D r ^ tellte Complex. An das 
bSll d 1| e m der Probel6s “ng enthaltenen, zu 
bestimmenden allergenspezifischen Antikorper 3 g e - 

bunden. Die Immobihsierung erfolgt uber an den Fc- 
Teii ernes allergenspezifischen Antikorpers gebundene 

A^dfeTh " 5 ’ d> u 3n eme Festphase 7 gebunden sind. 
An die ubngen allergenspezifischen Antikorper 3 sind 
markierte Rezeptoren 9 gebunden. 

Fig. lb zeigt ein Schema fur das Reaktionsprinzip ei- 
ner anderen bevorzugten Ausfiihrungsform des erfin- 
dungsgemaBen Verfahrens. Nach Umsetzung einer Pro- 
belosung mit 3 Rezeptoren R u R 2 und ft, von denen R , 
das mit dem zu bestimmenden allergenspezifischen An- 
tikorper spezifische Allergen ist, ft ein Konjugat aus 
einem gegen den Fc-Teil von IgE bzw. IgG gerichteten 
Antikorper und einer Markierung und ft ein Konjugat 
aus ejnem gegen den Fc-Teil von IgE bzw. IgG ^erichte 
ten Annkfirper und Biotin ist, in Gegenwart einer Fest- 
phase, an der Biotin gebunden ist, bildet sich der darge- 
stellte Komplex. An das Allergen 1 sind die in der Pro- 
belosung enthaltenen, zu bestimmenden allergenspezifi- 
achen Antikorper 3 gebunden, an die wiederum R P ezep. 
toren ft 9 und ft 5 gebunden sind. Die Immobilisierum' 
erfolgt durch Zugabe von Streptavidin 1 1, das dann den 
gebildeten Komplex uber die Bindung mit dem in ft 

enthaltenen Biotin und dem an der Festphase gebunde- 
nen Biotin fixiert. 

Die beiden in den Beispielen erwahnten monoklona- 
Ien An ixorper gegen humanes IgE sind bei der Europe- 
an CoHection of Animal- Cell Cultures, Porton Down 
GB hinterlegt unter folgenden Bezeichnungen- 
MAK 323 : ECACC 88022505 S 

MAK 748 : ECACC 88022506. 

Beispiel 1 

Es wurden monoklonale Maus-Antikbrper gegen hu- 
nianes Immunglobulin E hergestellt. 

Balb/c-MSuse wurden mit humanem IgE (100 ug in 

k0mplettem F ™“«*'scheni Adjuvans) intraperi- 
toneal primar tmmunisiert. In vier- bis sechswbchigen 
Abstanden wurde die Immunisierung mit je 50 ug IgE in 

°’ 2 n "! I , lnk ° m P lett ® m freund'schem Adjuvans intraperi. 
toneal und e.nmal m.t 50 ug I gG in 0,2 ml physiologi- 
scher Kochsalzlosung intravenbs verstarkt. 

■ Am Tag vor der Fusion wurden die Balb/c-MSuse 
durch cervicale Dislokation getbtet. Unter sterilen Be- 
dingungen wurden 4 bis 5 ml PBS in die Bauchhohle 
gespritzt und nach einer Minute wieder abgesaugt Die 

hDMFMv u eIle w n WU - den in DMEM gewaschfn und 
in DMEM-Vollmedium in einer Dichte von 5x 10 4 pro 

Einzel tupfel auf 24 Tiipfelkulturplatten verteilt. 

R .i n ® r immu "! siert ® n Maus wurde unter aseptischen 
Bedingungen die Milz entnommen. Das Milzgewebe 
wurde zerschmtten und die freigesetzten Zellen in 


DMEM (Dulbeccos Minimal Essential Medium) susDen 
diert (ca_ 5 x 10' Zellen). Zu der Zellsuspension wurden 

f * r 6 " d6r Ma “ s ' M >' elom -Linie Ag8.653, die un- 
ter der Bezeichnung CRL-1580 bei ATCC erhaltlich ist 

5 gegeben. Das Zellgemisch wurde durch Zentrifugation 
sedimentiert und die iiberstehende FlOssigkeit voflstan- 

50%?4n PEG La?" 1 ? p ell f edi . m f nt wurden °* ml einer 
50 /oi en PEG-Losung (Polyethylenglykol) bei 37°C zu- 

gegeben und eine Minute langgleichmdBig verteilt und 

io anschlieBend 5 ml DMEM bei Raumtemperaturzuge»e- 

ben und o Mmuten lang gleichmaflig verteilt. Nach Zu- 

gabe von weiteren 20 ml DMEM wurden die Zellen 

dU 5t ZeHtnftrgat.on sedimentiert, in 96 ml frischem 

DMEM : Vollmedium (DMEM + , 5% phoei S? 

it ^T- P.u ? m ' n , + Pyruvat > resus Pendiert und auf 
h6hlen T u P t kU |! Urp at ‘ en , Verteilt ’ die mit M aus-Bauch- 

” tf Die 

„ 4 H x A S ? ' W M M A V ° ll,n ' di "” '•'oUmrt,™ S" 

M.krotiterplatten wurden mit Anti-Maus-lg vom 
Schaf (10 ug/ml 0,90/oige NaCI-Losung; 150 ul Antikor- 
perlosung pro Tupfel) beschichtet und nach einer Stun- 
25 fa /^n! L Raurntem P eratu r dreimal mit einer Lbsung die 

1% RSA 09.* NaCI emhielt, gewasche.JeHCKna 

Kulturuberstand wurden in die beschichteten Tupfel Di- 

ClfAh eine J S,unde bei Baumtemperatur inkubiert 
Nach Absaugen der Uberstande wurden die Tupfel mit 

30 100 pi einer Losung, die ein Konjugat aus IgE und Per- 
oxidase enthielt und der 100 pg humanes IgG/ml zuge- 
mischt worden waren, beschickt und eine Stunde bei 
Raumtemperatur inkubiert. Nach dreimaligem Wa- 
schen wurden je 100 pi ABTS-Lbsung, das als Substrat 
35 diente, pipettiert und die Farbentwicklung nach 20minu- 
tiger Reaktionszeit photometrisch bestimmt. 

Hybridomzellen aus Prim2rkulturen wurden ^etrennt 
in Suspension gebracht(ca. 1 x 10 5 /ml DMEM) und mit- 
teh e.nes ZeHsorters auf 4 x 24 Zellkulturplatten, deren ' 
40 J u Pfel mit DMEM-Vollmedium und 10 3 pro TOpfel 
Maus-Makrophagen vorbeschickt waren, so ausgesat 

Pm7 n n?i en T P Pfel nUr e ‘ ne H y bridomze IIe gelfngte.’ 

Fro Zellkulturplatte wuchsen 20 bis 60% derTQofel-Hv- 

bndomklone aus. K 3 

45 Ab deni 14. Tag nach der Fusion war in alien 96 Teil- 
fcuituren Hybridomwachstum erkennbar. 12 Teilkultu- 

p.- rei i Uberatande bei d *r Oberprufung im Anti- 
gE-Elisa deuthch positive Reaktionen ergaben, wurden 
auf ca. 5 x 10 Zellen expandiert und uber den Cytofluo- 
50 rograph durch Einzelzellablage kloniert. Die GberstSn- 
de von heranwachsenden Klonen wurden erneut auf 
lhren Gehalt an Anti-IgE im Elisa gepruft. Ca. 40 Klone 

. , . , urden durch KryoprSservation 

in flussigem N 2 gesichert. Die Antikbrper von 23 Einzel- 
55 klonen wurden auf ihre Feinspezifitat durch Elisa unter- 
sucht. Die Antikbrper aller 23 Klone reagierten mit hu- 
manem IgE, mcht aber mit menschlichem IgG I^A IgM 

Oder IgD und auch nicht mit anderen Bestandteilen im 
menschlichen Blutplasma. 


60 


Beispiel 2 


Im Serum eines Allergikers wurde die Menge an Anti- 
orpern gegen Katzenepithelien untersucht. Dazu wur- 
65 den die folgenden Reagenzien verwendet: 

Konjugatpuffer: 

0,1 M Tris-HCi, pH 7,6, 
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0,04 M K.C1, . 

02% RSA (RInderserumalburain) 

3,0% Poly ethylenglykol (PEG) 40 000 
0,02% Dimethyl-amino antipyrin, 

0,01% Merthiolat 

Inkubationspuffer: 

0,1 MTris-HCl.pH 7,6, 

0,04 M KC1, 

0,2% RSA, 

3,0°/o PEG 40 000, 

0,01% Merthiolat 

Waschlosung: 

0,9% NaCl-Losung, 

1,6% Zusatz (Proteine, Detergenz). 

Es wurde das Serum eines AlLergikers RAST-Klasse 3 
sowie ein Nichtallergiker-Serum verwendet Je 50 0 <xl 
Serum wurden eine Stunde bei Raumtemperatur m Lur- 
antubes, die mit gemaB 

nalem Antikorper gegen IgE M323, ECACC 

88022505) beschichtet waren, inkubiert. E i wur« u “® 1 
mai mit Waschlosung gewaschen. AnschheBend wurde 

Katzenepithelien Nummer 

240A/86 (Allergopharm. Ch. 025969) in einer Verdun- 

nuns von 1:100 in Inkubationspuffer zugegeben und 

Stunden bei Raumtemperatur inkubiert. Danach wur 
dreimal mit Waschlosung gewaschen. * 
weitere 500 ul Serum zugegeben und erne Stunde b 
Raumtemperatur inkubiert und danach dreimal mit 

^iHase 750 U/ml) verdiinnt m EConjugatpuFfer entnuit, 

jJS.ta. uS Ul Stunden bei Raunttempera tut in- 
kubiert. AnschMend wurde dreimslmitWatcUo™. 
o-ewaschen Zur Bestimmung der gebundenen Mark 
„„„ wurden 500 pi Chlorphenofcot-Galaaosid 5C I mM 
zugegeben und 4 Stunden bei 37-C 

dunswirdder Test mit Serum durchgefuhrt, wobeije- 
doch statt .mit Allergen mit Inkubationspuffer mkubi- 

W1 FQr die Inkubation mit Inkubationspuffer wurde eine 
Extinktionsdifferenz A £ v on 0.276 gem OT D» E. 
tinktionsdifferenz fur die Inkubation mit der Allergen 
sun- 4 E war gleich 0,435. Damit betrug die Differenz 

zwischen beiden Werten. die 

Ans” eg d£ Hxtinktion gegenilber der Inkubanon 
mit Inkubationspuffer statt Allergen. 

Beispiel 3 


Extinktionsanstieg. 


Beispiel 4 


, £s wurde die Menge an allergenspezifischen Antikor- 

5 pern tadnem Humanserum best.mmt, wobei das Test- 

verfahren einstufig durchgefuhrt wurde 

Fflr die Durchfuhrung wurden als R«UU„a P “» ■ 

und Inkubationspuffer Losungen verwendet, die diesel^ 

10 be Zusammensetzung wie 1 m B ®l sp ' e Llo/o M a d und 
l °if’l00 , 3 L Serum (Allergikenerum RAST-Klasie 3; 

- 

* * *„ Thprmo-RSA-Streptavidintubes inkubiert. 

- ssfSfe 

temperatur inkubiert . D h u$wertung wurde n 1000 

nimol/1) als Substrat zugegeben 

und eine Stunde bei Raumtemperatur ‘ JuberD.eE 
35 dnktion wurde bei 405 nm gegen den Substratleerwert 

bestimmung der 

AorTrct wie oben beschrieben, durchgefuhrt, wooei je 
Hoch smu AUergen Inkubationspuffer verwendet wur- 
40 de Die folgenden Extinktionsdifferenzen wurden erhal- 

ten: 

Nichtailergiker- 
serum (mE) 


Inkubation 


Allergiker- 
serum (mE) 


45 — 


Puffer 

Allergen 

Differenz 


371 

877 

506 


321 

316 

5 


50 


Beispiel 5 


Wie im Beispiel 2 beschrieben, wurde eine AnfikBr- 

fer A £=0,460, fur die Inkubation mit der ^ ll ® r ® e 2 ®. 
sung A £=0,599 gemessen. Die Differenz, die de 
dun. von allergenspezifischen Antikorpern zuzuschrei- 

tZ° ist betrug 4 £=0,139 Bei der A^wermng d s 
ni^hMiiorailrRi-serums ereab sich wie im Beispiel 2 kein 


Utcxpartikd [wurden Antikorper^ ^f lmidiB0 ip U ffer, 

enthielt, zu 0.5 »S|1» 

" t KS Oberstand 
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ten Waschen kein Tween 20 mehr verwendet wurde. 
Nach Beendigung des dritten Waschschrittes wurde der 
Niederschlag in 1,7 ml 200 mM Glycinpuffer aufgenom- 

men. Man erhielt eine Suspension, die \ 9 /o J-atexpartikel 
enthielt. 

10 pi Allergikerserum RAST-Klasse 3 und 50 pi einer 
Losung von Katzenepithelien Nr. 240A/86 AHergo- 
pharm Ch. 025969, die 1:10 000 in Inkubationspuffer ver- 
diinnt war, wurden direkt in eine Kuvette pipettiert und 
zusammen bei 37° C 10 Minuten inkubiert. AnschlieBend 
wurden 20 pi der Latexsuspension zugegeben. Nach Zu- 
gabe von 920 p[ Inkubationspuffer wurde die Extinktion 
bei 623 nm bei 37° C im Spektralphotometer gemessen. 
Jede Kuvette wurde im Zyklus von einer Minute 15 
Minuten iang gemessen. 

Zur Bestimmung unspezifischer Agglutinationen 
wurde der Test, wie oben beschrieben, durchgefuhrt, 
wobei statt Serum Inkubationspuffer verwendet wird. 
Die folgenden Ergebnisse wurden erhalten: 


to 


!5 


20 


Zeit 

(min) 


Inkubationspuffer 

(mE) 


Allergen 

(mE) 


2 

15 

Differenz 


2032 

1963 

-69 


Patentanspriiche 


1514 
1948 
+ 434 


25 


30 


40 


1. Verfahren zur Bestimmung von allergenspezifi- 
schen Antikorpern in Korperflussigkeiten nach 
dem Prinzip des Immunoassays durch Inkubation 
mit mindestens zwei Rezeptoren R\ und /? 2 , die mit 35 
dem zu bestimmenden Antikorper bindefahig sind, 
wobei R 2 eine Markierung tragt, Trennung der fe’ 
sten von der fliissigen Phase und Messung der Mar 
kierung in einer der beiden Phasen, dadurch ge 
kennzeichnet, daQ man als R\ das mit dem zu be 
stimmenden Antikorper spezifisch bindefahige A! 
lergen und als R 2 ein Konjugat aus einem gegen 
den Fc-Teil von IgE oder IgG gerichteten Antikor- 
per und einer Markierung verwendet 

2. Verfahren nach Anspruch 1, dadurch gekenn- 
zeichnet, daB man die den zu bestimmenden Anti- 
korper enthaltende Probe mit einem weiteren Re- 
zeptor inkubiert, der die Bindung an die feste 
Phase vermittelt und ein gegen den Fc-Teil von IgE 
Oder IgG gerichteter Antikorper ist, der in geeigne- 50 
ter Weise derivatisiert ist. 


45 
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weiteren Rezeptors R 2 an den Fc-Teil unmcjglich 
gemacht ist. ' 

6. Verfahren nach einem der Ansprtiche 2 bis 5, 
dadurch gekennzeichnet, daB R 2 und 7?3 denselben 
Antikorper enthalten. 

7. Verfahren nach einem der Ansprtiche 2 bis 6, 
dadurch gekennzeichnet, daB man nach Inkubation 
der Probe mit R 3 vor Inkubation der Probe mit R 2 
der Losung Fc-Fragmente von Anti-IgE- bzw! 
• IgG- Antikorpern zusetzt. 

8. Verfahren nach einem der vorhergehenden An- 
sprtiche, dadurch gekennzeichnet, daB man zuerst 
Ri mit einem Teil der Probe, anschlieBend mit R\ 
dann mit dem Rest der Probe und mit R 2 inkubiert. 

9. Verfahren nach einem der vorhergehenden An- 
sprtiche, dadurch gekennzeichnet. daB der Rezep- 
tor R 2 als Markierung ein Enzym. eine fluoreszie- 
rende, chemilumineszierende oder radioaktive 
Substanz aufweist 

10. Verfahren nach Anspruch 1, dadurch gekenn- 
zeichnet, daB man als Markierung fur den Rezeptor 
Ri partikulare agglutinierbare Trager verwendet. 

11. Reagenz zur Bestimmung von allergenspezifi- 
schen Antikorpern in Korperfliissigkeiten nach ei- 
nem der Ansprtiche 1 bis 10, dadurch gekennzeich- 
net, daB es einen Rezeptor R u der ein fur den zu 
bestimmenden Antikorper spezifisches Allergen ist 
und einen Rezeptor R 2 , der ein Konjugat aus einem 
gegen den Fc-Teil von IgE oder IgG gerichteten 
Antikorper und einer Markierung ist, enthalt. 

12. Reagenz nach Anspruch 11, dadurch gekenn- 
zeichnet, daB es weiterhin einen Rezeptor R$ ent- 
ha!t, der einen gegen den Fc-Teil von IgE oder IgG 
gerichteten Antikorper enthalt und die Bindung an 
die feste Phase vermittelt. 


3- Verfahren nach Anspruch 2, dadurch gekenn- 
zeichnet, daB als R$ ein gegen den Fc-Teil von IgE 
oder IgG gerichteter Antikorper, der an eine Fest- 
phase gebunden ist, verwendet wird 55 

4. Verfahren nach Anspruch 2, dadurch gekenn- 
zeichnet, daB man als R$ ein Konjugat aus einem 
gegen den Fc-Teil von IgE oder IgG gerichteter 
Antikorper und einem Partner eines spezifisch bin- 
denden Paares verwendet, wobei die Immobilisie- 6 o 
rung dann in einem weiteren Inkubationsschritt 
liber den zweiten Partner des spezifisch bindenden 
Paares erfolgt. 

5. Verfahren nach einem der Anspruche 2 bis 4, 
dadurch gekennzeichnet, daB der fGr R 3 verwende- 6 s 
te Antikorper ein Antikorper ist, dessen Paratop 
mit solchen Epitopen des Fc-Teils von IgE- bzw. 
IgG-Antikorpers bindet, daB eine Bindung eines 
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